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Introduccion

Los f-lactimicos son antibiéticos bactericidas de amplio
espectro que presentan una toxicidad muy baja para el
organismo humano debido a que su modo de accién
involucra su unién con enzimas que participan en la sinte-

Resumen. Se estudiaron 68 cepas de
enterobacterias productoras de infecciones
nosocomiales, en su mayoria (63%) Escherichia coli y
Klebsiella pnenmoniae. E1 40% fueron resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion, en su
mayorfa a dos o tres de ellas. El 24% fueron
resistentes a la tnica cefalosporina de cuarta
generacion ensayada. Casi todas las cepas
resistentes a cefepima también lo fueron a las tres
cefalospotinas de tercera generacion ensayadas. El
tax6n con mayor frecuencia de cepas resistentes
fue K. pneumoniae y la resistencia fue transferible i
vitro en poco mas del 50% de las cepas, pero en
general no pasaron todos los marcadores de
resistencia. Cada transconjugante presenté un solo
plasmido y en 7 casos analizados mediante
restriccion se obtuvieron perfiles similares a pesar
de tener patrones de resistencia diferentes.
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Resistanceto Third- and Fourth-Generation
Cephalosporins in Eetrrobacteria
Producing Nosocomial Infections, and
Preliminary Characterization of the
Plasmids Involved.

Abstract. 68 strains of enterobacteria
producing nosocomial infections were
studied, most of them (63%) Escherichia coli or
Kiebsiella pnenmoniae. 40% of the strains were
resistant to 3"-generation cephalosporins,
mostly to 2 or 3 of them. 24% were resistant to
the single 4"-generation cephalosporin assayed.
Almost all of the strains resistant to cefepime
were also resistant to the 3 third-generation
cephalosporins used. K. pneumoniae turned out
to be the taxon with the highest frequency of
resistant strains. In more than 50% of resistant
strains resistance was transferable iz vitro, but in
most cases some resistance markers did not
transfer. Each transconjugant strain showed a
single plasmid and 7 of them were analyzed by
endonuclease restriction, yielding similar
electrophoretic profiles in spite of
representing four different resistance marker
patterns.
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sis de la pared celular de las bacterias, estructura que no

tiene un equivalente en las células eucaridticas. Estos anti-

1993).

bioticos incluyen compuestos biciclicos y monociclicos. Las
penicilinas y las cefalosporinas integran el primer grupo, y
los mono-bactamicos el segundo (Georgopapadakau,
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La pared celular de las enterobacterias tiene una capa de
peptidoglicano, un componente fundamental que confiere a
la pared una gran resistencia mecanica que impide efectos
osmoticos que podrian modificar seriamente el volumen
bacteriano y por tanto su viabilidad. La fuerza del
peptidoglicano depende de la transpeptidacion, que es la
formacién de enlaces cruzados entre cadenas del polimero,
la cual es catalizada enzimaticamente. Las cefalosporinas
bloquean este proceso y dejan vulnerables a las bacterias a
las alteraciones osmoticas inducidas por el medio, lo cual
facilmente las mata (Walsh, 2003).

El principal mecanismo de resistencia a los B-lactamicos en
bacterias gram-negativas involucra a las B-actamasas, enzimas
peripldsmicas capaces de hidrolizar el anillo B-actamico de
dichos antibiéticos, con lo cual éstos pierden su actividad.

Durante varias décadas desde que se masificé la utiliza-
cién de los primeros B-lactimicos, aunque se generaron ta-
sas crecientes de cepas resistentes, el espectro de sustratos de
las fB-lactamasas se mantuvo basicamente constante, es decir
que cuando éstas se encontraban presentes en las poblacio-
nes bacterianas actuaban inactivando a los antibioticos pioneros
pero no alos que se iban desarrollando con el paso del tiempo.

De esta manera, a principios de los ochenta, las f-lactamasas
conocidas hidrolizaban facilmente a la ampicilina y virtualmente
no actuaban sobre cefalosporinas de tercera generacion
(cefotaxima, ceftriaxona y ceftazidima) ni sobre aztreonam (pri-
mer monobactamico producido) (Philippon e al., 1989).

En 1983 se reporté en Alemania el aislamiento de una
cepa de Klebsiella ozaenae con un plasmido que codificaba
una ff-lactamasa nueva, la cual era capaz de hidrolizar
cefotaxima (Kliebe e al., 1985).

Con el paso del tiempo se fueron encontrando otras f3-
lactamasas que conferfan resistencia en grado variable a
cefotaxima, ceftazidima y aztreonam pero que ain eran sen-
sibles a imipenem y a cefamicinas. Estas enzimas fueron de-
nominadas “fHactamasas de espectro extendido”. Sin em-
bargo, posteriormente aparecieron formas mds ampliadas
en su espectro de sustratos, que actuaban sobre imipenem o
sobre cefoxitina y otras cefamicinas (Kliebe, 1991).

El analisis molecular de algunas B-lactamasas de espectro
extendido revel6 que, comparadas con las enzimas originales,
presentaban mutaciones que determinaban la alteracion de la
estructura primaria en una o en varias posiciones de la proteina
(Billot-Klein ¢# al., 1990; Chanal et al., 1994, Kliebe, 1991;
Mabilat ¢z al., 1990) lo cual indicaba que las bacterias habjan
remodelado el sitio activo de las B-lactamasas que producian,
de tal manera que ahora éstas eran capaces de reconocer a
diversos sustratos nuevos que desde luego, mantenfan cierta
analogfa quimico-estructural con los antibioticos pioneros.

La diseminacion de las B-lactamasas de espectro extendi-
do ha ocurrido gracias a que los plasmidos que las codifican
son autotransferibles y a que los genes correspondientes se
encuentran en algunos casos formando parte de transposones.
Los plasmidos son moléculas de DNA que contienen
informacién genética generalmente no indispensable para
la supervivencia de las bacterias, pero util cuando éstas se
encuentran en ciertos ambientes. Los plasmidos auto-
transferibles son capaces de pasar a bacterias que no los
contienen mediante un mecanismo replicativo que permite
la transferencia de una molécula a la bacteria receptora y la
permanencia de otra en la donadora, de tal manera que las
funciones codificadas en el plasmido pasan a otras bacterias
sin que las pierda la donadora.

Los transposones son estructuras genéticas que tienen
la capacidad de pasar de una molécula de DNA a otra y en
caso de contener genes que codifican resistencia a algin
antibiotico, este fenotipo tiende a diseminarse conforme
el transposén se disemina. El efecto es muy eficiente debido
a que en muchos casos la transposicién es un proceso
replicativo que permite la transposicion de una copia a la
molécula receptora y la permanencia de otra copia en el
sitio original. LLa presencia de genes que codifican resis-
tencia a antibidticos en transposones y la presencia de éstos
en plasmidos autotransferibles son factores fundamenta-
les que han condicionado la diseminacién de genes de
resistencia a antibidticos entre las bacterias en escala mun-
dial, bajo el poder selector que representa el uso masivo
de antibiéticos.

El presente estudio tuvo como propésito principal detec-
tar la presencia de cepas resistentes a cefalosporinas de ter-
cera (cefotaxima, ceftriaxona y ceftazidima) y cuarta
(cefepima) generacioén en una poblacién bacteriana produc-
tora de infecciones nosocomiales, asi como identificar y
caracterizar preliminarmente los plasmidos involucrados en
dicho fenotipo.

1. Materiales y métodos

Cepas bacterianas. Se estudiaron cepas de enterobacterias
productoras de infecciones nosocomiales que fueron obte-
nidas del Hospital Materno-Infantil del Instituto de
Seguridad Social del Estado de México y Municipios
(ISSEMYM) y del Hospital para el Nifio, del Instituto Materno
Infantil del Estado de México (1MiEM), ambos en la ciudad
de Toluca, Estado de México, en el periodo 2003-2004.
Como receptoras en las conjugaciones se utilizaron las
cepas de Escherichia coli ]54 y J55, mutantes resistentes a
acido nalidixico y rifampicina, respectivamente. Ambas son
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derivadas de la cepa ]53, auxétrofa para prolina y metionina
(Bachmann, 1972), es decir que solamente crece en pre-
sencia de dichos aminodcidos.

a) Determinacion de fenotipo resistente. Las cepas fueron ino-
culadas en medio rico en presencia de concentraciones de
antibioticos iguales a las que se obtienen en el suero san-
guineo con los tratamientos terapéuticos estandarizados
(Yao y Moellering, 1999). Se utiliz6 la cepa de referencia
ATCC 25922 como control. Las tres cefalosporinas de
tercera generacion ensayadas (cefotaxima, ceftriaxona y
ceftazidima) fueron obtenidas en Sigma-Aldrich, mientras
que para el caso de cefepima se utilizé un producto co-
mercial (Bristol-Myers).

b) Conjugaciones. Consisten en poner en contacto bacterias
que contienen plasmidos que codifican resistencia a
antibiéticos (u otros marcadores reconocibles) con bacte-
rias que no tienen dicha caracteristica. Si los plasmidos
son transferibles, se establecen uniones entre las bacterias
donadoras y las receptoras y el plasmido pasa una copia
de si mismo a la receptora, conservandose la otra en la
donadora. Al tiempo que ocurre la transferencia, cada copia
forma su complementaria, quedando asi estables. La trans-
ferencia de plasmidos de las cepas clinicas se hizo mez-
clando cultivos liquidos de las cepas donadoras y de la
receptora |54, incubando de un dia a otro (aproximada-
mente 20 horas) a 37 °C y seleccionando en medios soli-
dos con combinaciones apropiadas de antibiéticos. Para
las conjugaciones de retransferencia de los plasmidos a
partir de las transconjugantes J54, se utilizé la cepa J55.
Tanto el acido nalidixico como la rifampicina que se utili-
zaron fueron productos comerciales (Sanofi-Winthrop y
Suipharm, respectivamente).

¢) Obtencidn de DNA plasmidico. Consiste en generar un con-
centrado de bacterias, al cual se afiade una sustancia capaz
de romper las bacterias para que se libere su contenido. El
DNA cromosémico se rompe en multiples fragmentos por
la manipulacién mientras que el DNA plasmidico se puede
recuperar precipitindolo con etanol. El procedimiento uti-
lizado se basé en la aplicacién de solucién alcalina de
dodecilsulfato de sodio (Sambrook e# a/., 1989).

d) Restriccion de plasmidos. Las enzimas de restriccion son
capaces de hidrolizar al DNA en donde éste presenta ciertas
secuencias especificas. Cada enzima reconoce una secuencia
y la hidroliza, de tal manera que un plasmido se rompera en
tantos fragmentos cuantas secuencias blanco tenga para la
enzima utilizada. El ndmero y tamafio de fragmentos gene-
rados es diferente si los plasmidos son diferentes. Se utiliza-
ron dos enzimas de restriccién, EcoRI y HindIII (Invitrogen).
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Las digestiones se llevaron a cabo en un lapso de una a dos
horas en condiciones recomendadas por el fabricante.

e) Electroforesis y visnalizacion. Las corridas electroforéticas
se realizaron en una camara horizontal, utilizando geles
de agarosa (0.5 o 0.7%) de 10 x 7 cm, aplicando 50 V
durante dos o tres horas, utilizando el amortiguador TAR
(Sambrook ez al. bis, 1989). Lo anterior con el propdsito
de separar los plasmidos —o los fragmentos de plasmidos
en caso de restricciones— de acuerdo con su tamafio. En
cualquier caso, las especies de menor tamafio tienen una
mayor movilidad que las de mayor tamafo.

Los geles se pasaron posteriormente a solucion de bromuro
de etidio (0.5 pg/mL), dejandose ahi durante 30 minutos y
luego se pasaron a agua destilada para lavarse durante al
menos 2 horas. La visualizacion se llevé a cabo irradiando el
gel con luz ultravioleta con un transiluminador (UVP). Al esti-
mular al bromuro de etidio (intercalado en la doble cadena
del DNA) éste emite una luz rojiza que permite visualizar las
distintas especies de DNA que se encuentren en el gel, cada
una de ellas en forma de una banda discreta. Se tomaron
fotos mediante un sistema de fotodocumentacién de geles
Kodak DC290.

2. Identificacion bioquimica

Se incluyeron en el estudio 68 cepas de enterobacterias pro-
ductoras de infecciones nosocomiales. De ese total, 39 ce-
pas fueron aisladas en el Hospital Materno-Infantil del
1SSEMYM y 29 en el Hospital para el Nifio, del imiEm, ambos
ubicados en Toluca, Estado de México. La identificacion
bioquimica de todas las cepas se llevé a cabo mediante la
baterfa de pruebas tradicionales para la identificacion de
enterobacterias. La tabla 1 muestra la distribucion de iden-
tidades bioquimicas de las cepas incluidas en este estudio.
Como puede observarse, a pesar de la variedad de taxones
identificados, destacan por su frecuencia Escherichia coli y
Klebsiella pnenmoniae.

BEGIERM (dentidades biogquimicas de las cepas incluidas en el estudio.

Identidad bioquimica No. de cepas (%)
Escherichia coli 25 (36.8)
Klebsiella pneumoniae 18 (26.5)
Klebsiella ozaenae 8(11.8)
Serratia marcescens 5 (7.4
Enterobacter amnigenus 4 (5.8
Enterobacter agglomerans 3 (4.9
Citrobacter freundii 2 (2.9
Serratia liquefaciens 1 (1.5
Klebsiella oxytoca 1 (1.5)
Salmonella typhi 1 (1.5
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3. Resistencia a antibidticos

El ensayo para la deteccién de cepas resistentes a los
antibiéticos de interés arrojo los resultados que consigna la
tabla 2. Como puede observarse, la resistencia a cefalos-
porinas de tercera generacién se halla mas diseminada que
la resistencia a cefepima, la cefalosporina de cuarta generacion
incluida en el estudio. Esto se relaciona con el iempo de uso
masivo, pues las de tercera generacion se han utilizado duran-
te mas tiempo que las de cuarta.

Sin embargo, resulta bastante significativa la frecuencia de
cepas resistentes a cefepima, pues ocurre en el 24% del total
de cepas mientras que la resistencia a cefalosporinas de ter-
cera generacion se presento en casi el 40% de las cepas.

Aunque la misma tabla contiene datos de frecuencia de
presentacion de la resistencia relacionados con las identida-
des bioquimicas, el numero de cepas con cada identidad es
muy baja en casi todos los casos, por lo cual no puede
atribuirseles un significado real. En el caso de Klebsiella
pnenmoniae es notoria la gran incidencia de resistencia a las
cefalosporinas de tercera generacion, en particular si se con-
sidera que de las 12 cepas resistentes, 11 presentaron resis-
tencia a las tres cefalosporinas y sélo una a dos de ellas. En
dicho tax6n también sobresale la resistencia a cefepima.

Con una sola excepcion, las cepas resistentes a cefepima lo
fueron también a las tres cefalosporinas de tercera generacion,
siendo éste el patron de resistencia mas frecuente (tabla 3).

JELIEPA Distribucion de cepas resistentes acefalosporinas de terceray cuartageneracion

en los diferentes taxones.
Identidad Num. Cepas Num.R3G!  Ntm. R4G*
(%) (%)
Escherichia coli 25 4 (16) 2 (8
Klebsiella pneumoniae 18 12 (67 8 (44)
Klebsiella ozaenae 8 3 (38 3 (38)
Serratia marcescens 5 1 (20) 1 (20)
Enterobacter amnigenus 4 2 (50) 1(25)
Enterobacter agglomerans 3 3 (100) 1(33)
Citrobacter freundii 2 2 (100) 0 (0
Klebsiella oxytoca 1 0 (0 0 (0
Salmonella typhi 1 0o O 0 (0
Serratia liquefaciens 1 0o O 0 (0
I Ntimero cepas resistentes a cefalosporinas de tercera generacion.
Numero cepas resistentes a cefalosporina de cuarta generacion.
Distribucién delos distintos patrones de resistencia.
Patrén de resistencia No de cepas (%)
Ct® Cx® Cz® Cp® 16 (59.3)
Ct? Cx® Czk 6 (22.2)
Cxt Czt 2 (7.5
Ctk Cx*? 1 (3.7
Ctk Czk 1 3.7
Cx® CzF Cpt 1 3.7
CtR, Cx®, Cz* y Cp* = resistencia a cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima y cefepime,
respectivamente.

4. Transferibilidad de la resistencia

Una vez identificados los marcadores de resistencia que
presentaban las cepas analizadas, se procedié a implementar
los experimentos de conjugacién para determinar qué mar-
cadores del perfil de resistencia de cada cepa eran capaces
de ser transferidos a la cepa Eschericibia coli |54, de genotipo
conocido y ampliamente utilizada como receptora de
plasmidos. Las mezclas de conjugacion se incubaron a 37
°C de un dia a otro y entonces se inocularon en medios
selectivos que contenfan dcido nalidfxico y cada una de las
cuatro cefalosporinas (NxCt, NxCx, NxCz y NxCp). Tam-
bién se inocularon todas las cepas donadoras y la receptora
en los mismos medios, como control del experimento. Rea-
lizado el proceso se encontré que en el medio que contenfa
acido nalidixico y ceftazidima la conjugacion fue positiva
en 15 de 27 casos en que la donadora contenfa ese marca-
dor de resistencia, correspondiendo a 55.5%. En cambio,
en los otros medios selectivos la conjugacion fue muy po-
bre pues la resistencia a cefotaxima sélo se transfirié en 2
de 24 casos (8.3%), la resistencia a ceftriaxona sélo se trans-
firié en 1 de 26 casos (4%) y la resistencia a cefepima no se
transfirié en ningun caso de 17 cuyas donadoras contenfan
ese marcador de resistencia.

En cada una de las conjugaciones positivas se purificd
por estria en el mismo medio cada cultivo transconjugante
(formado por bacterias receptoras que habian adquirido
el marcador de resistencia seleccionado).

Posteriormente, se ensayaron todas las transconjugantes
en presencia de los antibi6ticos que no se habfan utilizado
para la seleccién de la conjugacion. Por ejemplo, si una cepa
clinica tenfa resistencia a las 4 cefalosporinas y si la selec-
ci6on se habfa hecho con ceftazidima con resultado positivo,
se inoculd la cepa transconjugante en medios que conte-
nian por separado cefotaxima, ceftriaxona y cefepima, lo
cual permitirfa saber si hubo cotransferencia de alguno de
los marcadores no seleccionados. Los resultados obtenidos
se consignan en la tabla 4. Como puede observarse, en la
mayorfa de los casos de las transconjugantes seleccionadas
con ceftazidima hubo cotransferencia de otros dos marca-
dores de resistencia, y en un nimero muy bajo de casos
cotransfirieron uno o tres marcadores.

5. Marcadores ligados

El hecho de que se hayan cotransferido dos o mas marcado-
res en una conjugacion puede indicar que los marcadores se
hallan en un mismo plasmido pero también puede ser el re-
sultado de que durante el largo tiempo de conjugacion hayan
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sido transferidos 2 o mas plasmidos conjugativos a la cepa
receptora. Para definir esta disyuntiva, cominmente se con-
jugan las cepas transconjugantes con otra cepa receptora a
tiempos de incubaciéon muy cortos, de unos cuantos minu-
tos, y la mezcla de conjugacion se diluye 1:10, 1:100 y 1:1000,
inoculando en cajas con el medio selectivo apropiado alicuotas
de 0.1 mL de cada dilucién y de la mezcla sin diluir.
Normalmente en alguna de estas diluciones se encuentra un
nimero adecuado de colonias aisladas unas de otras, siendo
cada una de ellas una transconjugante independiente.
Posteriormente se prueba un buen nimero de estas colonias
en medios con antibi6ticos no utilizados en la seleccién. Debido
al muy corto tiempo de conjugacion es muy improbable que
si los marcadores se hallan en dos plasmidos, ambos pasen a
cada bacteria receptora. De esta manera, si todas las colonias
transconjugantes presentan un marcador no seleccionado,
significa que éste se halla en el mismo plasmido que contiene
al marcador seleccionado en la conjugacién. Por el contrario,
si s6lo algunas de las colonias transconjugantes contienen un
marcador no seleccionado, significa que éste no se halla en el
mismo plasmido que contiene al marcador seleccionado.

Se intent6 esta metodologia conjugando las cepas
transconjugantes que muestra la tabla 4 con la cepa Escherichia
coli J55, pero por razones no definidas no se obtuvieron
colonias transconjugantes a 10 minutos de conjugacion.
Extendiendo este tiempo se observé que el tiempo minimo
en que se obtuvieron colonias fue 8 horas. Al practicar el
ensayo de marcadores no seleccionados se encontré que en
todos los casos se reprodujeron los datos que presenta la
tabla 4, por lo cual presumiblemente todos los marcadores
de resistencia que exhibe cada cepa forman parte de un mismo
plasmido.

6. Analisis de DNA plasmidico

Se obtuvieron extractos de cultivos liquidos de las cepas
originales y de sus transconjugantes, los cuales se sometieron
a electroforesis en gel de agarosa y tincién con bromuro de
etidio para la deteccidn fisica de plasmidos. En esta
metodologia, un plasmido se observa como una banda
fluorescente de color rojizo cuando se irradia con luz
ultravioleta. Generalmente se observan también una o dos
bandas algo difusas que corresponden a restos de fragmentos
cromosomales. Mientras mayor movilidad presenta una
banda, implica un menor tamafo del plasmido, de manera
que las bandas que se encuentran en la parte superior del
gel son plasmidos grandes y las que se encuentran en la
parte inferior corresponden a plasmidos pequefios. La figu-
ra 1 muestra un ejemplo de los resultados obtenidos.
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QEVIEYN Prueba de marcadores no seleccionados en laconjugacion.
Trasconjugantes Ctk Cx® Czk Cp*

J54 (1SS19)Cz
J54 (ISS37)Ct
J54 (ISS37)Cz
J54 (ISS39)Cz
J54 (ISS40)Cz -
J54 (ISS41)Cz +
J54 (1S843)Cz -
J54 (ISS55)Cz -
J54 (ISS56)Cz -
J54 (ISS63)Cz +
J54 (DIF3)Cz -
J54 (DIF5)Cz

J54 (DIF25)Cz
J54 (DIF26)Ct
J54 (DIF26)Cz
J54 (DIF28)Cz
J54 (DIF29)Cz
Los espacios en blanco indican pruebas no realizadas debido a que el marcador de

resistencia no existia en la cepa donadora. Cada cepa tansconjugante indica el antibiético
en que fue seleccionada.

+ o+ 4+
o+ o+ o+ o+ o+

+
+

+ 4+ o+ o+
+ o+ o+
e H S

o+ o+ o+ o+ o+

+

Electroforesis en gel de agarosaal 0.5% en el que se corrieron extractos de DNA
plasmidicos obtenidos de las siguientes cepas: 1.1SS63, 2. J54(1SS63)Cz, 3. 1SS55, 4.
J54(ISS55)Cz. Enlos carriles 1y 3se corrieron extractos de cepas clinicas y en los carriles

2y 4 extractos delas correspondientes cepas transconjugantes.

_ Plasmido

grande

— Fragmentos

cromosomales

Plasmido

pequeio

El analisis de los geles indica que todas las cepas originales
que transfirieron al menos un marcador de resistencia a la
receptora J54 durante la conjugacién, contienen al menos
un plasmido de peso molecular elevado, en un intervalo esti-
mado de 80-100 kb. En varios casos de cepas clinicas se
observaron también bandas en la parte inferior de los geles.
Los pertfiles electroforéticos de las cepas clinicas no son tan
claros como los de sus transconjugantes, lo cual es algo que
se encuentra con frecuencia pues las cepas que se utilizan
como receptoras de plasmidos son cepas de laboratorio que
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pierden facilmente las proteinas con fenol-cloroformo du-
rante la extraccioén del DNA. En las cepas clinicas no se piet-
den facilmente las proteinas y su presencia produce efectos
sobre la forma, nitidez y movilidad de las bandas de pna. En
la figura 1 se observa este efecto en las bandas de las cepas
clinicas ISS63 e ISS55 (carriles 1 y 3, respectivamente). En
el primer caso, la banda del plasmido grande tiene una movi-
lidad menor a la del plasmido de su transconjugante (carril
2). Por su parte, las bandas de la ISS55 (carril 3) se
distorsionaron de una manera muy ostensible. En ambos casos
la alteracion observada es atribuible a la presencia de protei-
nas en una proporcién mayor a la que tienen los extractos de
las transconjugantes. Como se observa en los carriles de és-
tas, las bandas son finas y nitidas. Obsérvese que solamente
los plasmidos grandes aparecen en las transconjugantes co-
rrespondientes.

De cualquier manera, la evidencia es clara en el sentido
de que en todas las transconjugantes aparece un plasmido
grande y por lo tanto en él deben encontrarse los marcado-
res de resistencia que presentan de acuerdo con los datos
de la tabla 4.

5. Restriccion de plasmidos

En las transconjugantes la movilidad de los plasmidos grandes
fue muy similar, por lo cual podrfa pensarse que se trataba de
un mismo plasmido con diferentes marcadores de resistencia.
Para tratar de definir si éste era el caso se eligieron cuatro
plasmidos (ISS37Cz, ISS40Cz, ISS43Cz e ISS63Cz) con petfiles
de resistencia diferentes (CtR-CxR-CzR; CxR-C2R; CZR y CeR-
CxR-CzR-CpR, respectivamente). Dichos plasmidos se digirieron
con dos enzimas de restriccion por separado (EcoRI'y HindIIT)

Electroforesis en gel de agarosa de extractos de plasmidos sometidos a
restriccion con EcoRl (carriles 1y 3) y Hindlll (carriles 2y 4). Carriles 1y 2: ISS40Cz;
carriles 3y 4: ISS37Cz.

1 2 3 4

y luego se sometieron a electroforesis en agarosa. La figura 2
muestra los resultados que se obtuvieron con dos de los
plasmidos (ISS37Cz e ISS40Cz).

Como puede observarse, los perfiles de bandas de restric-
cién para los dos plasmidos son similares al tratarse con la
misma enzima. L.os mismos perfiles de restriccion resultaron
al analizar los plasmidos ISS43 e ISS63, de manera que cuatro
plasmidos con patrones de resistencia diferentes presentaron
perfiles de restriccion similares. Desde luego que esta
informacién resulté inesperada pues de primera intencién se
esperaban petfiles diferentes.

Sin embargo, la similitud de los perfiles de restriccion su-
giere que los cuatro plasmidos se encuentran relacionados
genéticamente y una posible explicacién de los resultados
obtenidos es que la presencia de 1-4 marcadores de resisten-
cia no involucra diferencias tan grandes de cantidad de DNA
para generar variaciones en la movilidad de las bandas.

Se probaron otros tres plasmidos (ISS19Cz, ISS55Cz e
ISS56Cz) con el mismo patrén de resistencia de ISS40Cz,
reproduciéndose los mismos perfiles de restriccion que
muestra la figura 2.

Discusion

Como en otros reportes de la literatura (Hoon ez al., 2004,
Mulvey ef al., 2004), en nuestro estudio destacan Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae por la frecuencia con la que se pre-
sentan como agentes etiolégicos de infecciones nosocomiales
(tabla 1). Sin embargo es Klebsiella pnenmoniae el taxon en el
que se presentéd con mayor frecuencia la resistencia a
cefalosporinas de tercera y cuarta generacién (tabla 2). Aun-
que no todos los marcadores de resistencia se transfirieron a
la cepa receptora en los experimentos de conjugacion, en
todos los casos paso solamente un plasmido de tamafo gran-
de (movilidad por arriba de la banda de restos cromosomales),
el cual contiene todos los marcadores de resistencia presen-
tes en las transconjugantes (tabla 4). Al hacer las pruebas de
ligamiento entre los marcadores de resistencia se encontr6
que es muy grande el tiempo necesario para detectar
transconjugantes con estos plasmidos. Es algo que amerita
mayor investigacion pues en condiciones similares, otros
plasmidos con marcadores de resistencia a antibidticos que
hemos trabajado en el laboratorio, se transfieren tan rapida-
mente que en unos cuantos minutos pueden detectarse las
transconjugantes. La causa no parece ser una diferencia en el
tiempo de expresion fenotipica de los genes de resistencia
una vez que el plasmido ha entrado a la cepa receptora, pues
en experimentos con otros plasmidos (Mendoza-Medellin e#
al., 2004) hemos utilizado ampicilina para la seleccion de
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transconjugantes a tiempos muy cortos. La resistencia a
ampicilina se presenta por f-lactamasas, igual que para las
cefalosporinas, por lo cual no es probable que en un caso se
requieran 5 minutos y en el otro 8 horas para expresar
proteinas similares.

Otro aspecto que vale la pena seguir estudiando es el rela-
tivo a los resultados de las conjugaciones, pues al seleccionar
con las distintas cefalosporinas practicamente la tnica que
gener6 resultados positivos fue ceftazidima, habiendo creci-
do transconjugantes en muy contados casos al seleccionar
con los otros antibioticos, y de hecho en el caso particular de
cefepima, en ninglin caso se obtuvo un resultado positivo.
Sin embargo, al caracterizar los plasmidos de las trans-
conjugantes seleccionadas con ceftazidima se encontré que
con este marcador cotransfirieron 1 a 3 marcadores no selec-
cionados, y mas cominmente 2 o 3. Se esperatfa que los resul-
tados de las conjugaciones primarias hubieran sido positivas al
seleccionar con las cefalosporinas que cotransfirieron en las
conjugaciones seleccionadas con ceftazidima.

Aun considerando los marcadores no seleccionados, en
la mayoria de los casos las transconjugantes no presenta-
ron todos los marcadores detectados en las cepas donadoras
correspondientes, lo cual sugiere que algunos de esos mar-
cadores se encuentran en otro replicon, pudiendo ser el
cromosoma bacteriano o algun plasmido pequefio no trans-
ferible. En varias cepas que transfirieron marcadores de
resistencia se observaron plasmidos pequefios en el anali-
sis electroforético (figura 1).

En cuanto a la caracterizacion de los plasmidos, se eligieron
siete plasmidos originalmente presentes en cepas de Klebsiella
prenmoniae para ser digeridos por dos enzimas de restriccion
(EcoRI y HindIII). A pesar de que habia representados cuatro
patrones de resistencia a cefalospotinas en los siete plasmidos,
todos produjeron un perfil de restriccion similar. Es razonable
pensar que debe haber diferencias en el tamafio de los frag-
mentos de restriccién entre plasmidos con diferentes patrones
de resistencia, sin embargo tales diferencias no se detectaron
mediante la electroforesis en agarosa con las enzimas utiliza-
das. Probablemente con una enzima que corte los plasmidos
en un numero mayor de fragmentos puedan detectarse dife-
rencias en la movilidad en alguno(s) de ellos. De cualquier
manera, la similitud en los perfiles de restriccién obtenidos
sugiere una relacion filogenética importante entre los siete
plasmidos, pudiendo tratarse de un mismo plasmido con adi-
ciones o deleciones de marcadores de resistencia.

La baja toxicidad de las cefalosporinas ha permitido su
uso masivo durante muchos afios. Las modificaciones qui-
micas que se imprimieron hace varias décadas a las viejas
cefalosporinas produjeron las llamadas de tercera genera-
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cién y mas recientemente las de cuarta generacion, con
resultados excelentes sobre numerosos microorganismos.
Sin embargo, la capacidad adaptativa de éstos dio lugar
una vez mas a la aparicién de bacterias mutantes capaces
de sobrevivir en presencia de los nuevos medicamentos.
Hoy en dfa, como lo documenta el presente estudio, entre
las bacterias productoras de infecciones nosocomiales se
ha diseminado de manera muy notable la resistencia a las
cefalosporinas de tercera generacion (40% de las cepas
estudiadas) y ya es muy considerable la resistencia a
cefepima, cefalosporina de cuarta generacion (casi 25%
de las cepas estudiadas). Sin duda es significativo el hecho
de que dentro de la poblacion de cepas resistentes, casi el
60% presenta resistencia a las cuatro cefalosporinas estu-
diadas (tabla 3). Una de las justificaciones de realizar este
tipo de estudios es vigilar la eficiencia de los antibiéticos
que se utilizan en un hospital determinado. Cuando es
elevada la proporcién de cepas resistentes a un antibioti-
co, puede no ser prudente el seguir utilizandolo
indiscriminadamente. Por ejemplo, en las cepas analizadas
se observo que casi el 70% de las cepas de Klebsiella
pnenmoniae son resistentes a cefalosporinas de tercera ge-
neracion y casi el 45% lo son a la de cuarta generacion.
Por lo tanto, no serfa recomendable la administracion de
estos medicamentos cuando se identifica una infeccién
nosocomial causada por alguna cepa de dicho taxén, a no
ser que ya se tenga documentada la sensibilidad del mi-
croorganismo al antibidtico particular que se pretenda
prescribir. En nuestro medio, la modulacién del uso de los
antibiéticos con fundamento en estudios epidemioldgicos
en cada hospital es la unica manera de optimizar el uso de
estos medicamentos, lo cual redundara en mayor eficien-
cia de los tratamientos instituidos en los pacientes.

obie
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